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摘要：基于培养学生创新精神和实践能力的需求，结合科研实践，设计了具有研究性和开放性的综合教学实验，并进

行了教学探索。该教学实验项目探究培养模式对动物细胞生长代谢的影响。实验涵盖动物细胞培养模式、细胞生长和代谢

动力学参数检测分析等多个环节，综合训练学生生物反应动力学、仪器分析、数据分析等多方面的知识和技能，并且培养

学生利用实验数据进行反应器设计的拓展和创新能力。在类似于现实科研工作的场景中，激发学生的科技创新兴趣、培养

学生的科技创新能力、实践能力和工程意识。
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Abstract: Based  on  the  training  requirements  of  innovative  and  practical  ability  of  students,  a  research-oriented  and
comprehensive experiment has been designed and explored in teaching of bioreactor technology course. This experiment focuses on
effects  of  culture  model  on  growth  and  metabolism of  animal  cells.  This  experiment  includes  experimental  units  of  culture  model,
kinetics  of  cell  growth  and  metabolism,  and  parameter  measurements,  covers  the  knowledge  and  ability  training  of  kinetics  of
biological  reaction,  instrumental  analysis,  data  analysis  and  processing  as  well.  And  it  cultivates  students’   ability  to  expand  and
innovate  in  using  experimental  data for  bioreactor design. Through  the  teaching  design  and  exploration  by  teachers,  students’
enthusiasm  for  research  and  innovation  were  inspired,  and  students’   innovative  ability  and  engineering  ideas  were  cultivated  in  a
simulated research-oriented environment in this experiment.
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顺应国家和社会的发展，培养具有创新精神

和实践能力的人才，是我国高等教育人才培养的

一个核心目标 [1−2]。因此，依据创新的特点和创

新所遵循的规律引导学生构建创新活动所必须具

备的知识和能力体系是高校本科教育的一个重要

任务。

反应器技术是生物技术和生物医学工程专业

本科生的专业课，对疫苗、抗体、抗生素等国家

战略新兴产业专业人才培养极其重要[3−6]。本课程

以生物反应器为主要研究对象，以生物反应过程

研究为基础，以反应器的设计、开发为目标，帮

助学生构建反应器技术基本知识和理论体系、培

养学生利用反应器技术理论解决科研和工业生产

问题的能力。要达成本课程教学目标，必须采取
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有效措施培养学生分析问题、解决问题的能力，

创新思想和工程意识[4,7−8] 。
实验教学是连接知识、实践和创新的重要桥

梁，它帮助学生验证理论知识、形成科学概念、

认识科学规律、掌握科学方法[9−12]。实验教学改革

的成果表明：当实验教学与科研有机结合时，有

利于激发学生的学习积极性，开拓他们的视野，

培养他们的创新意识和实践能力[13−15]。目前本科

反应器技术课程的实验教学侧重于传统的微生物

培养，体现科研和产业热点、前沿的动物细胞反

应器相关内容较少；实验项目多为验证性实验，

缺乏综合性、探究性和开放性的实验项目。这些

问题不利于学生借助实验环节建立反应器技术基

本理论、设计优化方法和科研生产实践之间的联

系，不利于学生创新意识与综合能力的培养。

为解决上述问题，按照反应器技术的学科特

点，结合教学团队的科研和教学工作，选择更贴

近科研生产热点和前沿的动物细胞反应器（用于疫

苗、抗体、再生医学等领域），针对其设计和优化

的关键环节，设计了具有研究性和开放性的综合

实验任务，帮助学生深入理解细胞生长代谢特

征、操作模式与反应器设计及优化重要参数之间

的关系，并进行了教学实践探索。

 1    实验设计

 1.1    教学实验项目总体设计

为解决目前课程教学中缺少动物细胞反应器

相关的综合性实验的问题，以科研和生产中的主

流培养模式−批培养（batch culture）和补料分批

培养（fed-batch culture）为模型，设计了培养模式对

动物细胞生长代谢影响的综合实验项目。生物反

应器是生物反应过程的核心设备，生物反应器内

存在着复杂的细胞生长代谢过程和物理现象之间

的相互作用，不同的生物反应器操作模式（培养模

式）表现出不同的动力学特性和反应结果，这构成

了生物反应器的基本特性和设计放大的基础。细

胞量、细胞活率、葡萄糖和乳酸是培养过程中要

控制的重要参数，也是反应器操作、设计、优化

中必须要考虑的参数。本实验项目涵盖动物细胞

传代培养、批培养、补料分批培养、细胞数量和

细胞活性检测、细胞主要代谢物（葡萄糖、乳酸）

检测、细胞生长动力学、代谢动力学参数分析

7个环节，帮助学生建立和深化对细胞生长代谢特

征、培养模式、反应器设计与优化参数的认识，

综合训练学生生物反应动力学、仪器分析、数据

分析等方面的实验技能。

实验教学中采用问题导向的教学模式，对学

生提出“培养模式对细胞生长和代谢有什么影

响？如何运用反应器技术实现培养过程的优

化？”这两个科学问题，让学生根据自己的需求

设计实验，自行组织实验实施，记录并分析数

据，教师及时给予引导和帮助。

 1.2    实验目的

1） 训练文献检索和加工整理的能力，理解细

胞培养模式与细胞代谢规律在反应器设计和优化

中的作用。

2） 熟悉动物细胞批培养、补料分批培养的培

养模式，熟悉这些培养模式下细胞生长、代谢规

律和重要参数的分析方法。

3） 掌握动物细胞培养技术，掌握酶标仪、倒

置显微镜、高压灭菌器等设备的使用，掌握细胞

活率、葡萄糖、乳酸检测方法。

 1.3    实验仪器与材料

 1.3.1    仪器

细胞培养箱、多功能酶标仪（Thermo Scien-
tific，美国）；高速冷冻离心机（Hermle，德国）；

超净工作台（苏州净化设备有限公司，中国）；倒

置显微镜（Olympus，日本）；血球计数板（上海求

精，中国）；高压灭菌器（ALP，日本）。

 1.3.2    材料

K562种子细胞（由北京航空航天大学生物医

学工程学院易宗春教授惠赠）；胎牛血清（北京元

亨金马生物技术有限公司，中国）；RPMI 1640细

胞培养基（Gibco，美国）；台盼蓝（上海生工，中

国）；葡萄糖测定试剂盒（南京建成生物工程研究

所，中国）；乳酸测定试剂盒（南京建成生物工程

研究所，中国）；100 mm细胞培养皿（杭州生友生

物技术公司，中国）；125 mL玻璃细胞培养瓶（四

川蜀玻，中国）。

 1.4    实验流程与方法

 1.4.1    实验流程

1） 细胞培养与传代

K562种子细胞复苏后放入 100 mm细胞培养

皿中，加入完全培养基（含 10% FBS的 RPMI 1640
细胞培养基），在 37 ℃、含 5% CO2 细胞培养箱中

培养。培养 3天后进行传代：将细胞培养液连同
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细胞一起转移到 15 mL无菌离心管中，取样并进

行细胞计数；细胞悬液在 4 ℃、1 000 r/min条件下

离心 5 min，弃去上清，用新鲜完全培养基重悬，

按照 4×105 cells/mL的细胞密度接种到新的培养皿

中培养。

2） 细胞的批培养与补料分批培养

细胞批培养：如图 1（a）所示，K562细胞以 4×
105 cells/mL的细胞密度接种到 125 mL的瓶中，细

胞培养液体积为 30 mL，在 37 ℃、含 5% CO2 细

胞培养箱中培养，如图 1（b）所示。每天同一时间

取样 0.5 mL进行细胞计数，并计算细胞活率。剩

余样品在 4 ℃、1 000 r/min条件下离心 5 min，取上

清，−20 ℃ 冻存，用于葡萄糖、乳酸浓度检测。
  

100 μm

(a) 实验中使用的 K562 细胞

(b) 培养装置，包含玻璃瓶和细胞培养箱

图 1    反应器技术综合创新实验的培养系统
 

细胞补料分批培养：K562细胞以 4×105 cells/mL
的细胞密度接种到 125 mL的瓶中，细胞培养液体

积为 30 mL，在 37 ℃、含 5% CO2 细胞培养箱中

培养。每天同一时间取样 2.5 mL，细胞培养 2天

后，在取样后加入 2.5 mL新鲜的完全培养基，使

培养体系的总体积保持不变。取出的样品进行细

胞计数，并计算细胞活率。剩余样品在 4 ℃、

1 000 r/min条件下离心 5 min，取上清，−20 ℃ 冻

存，用于葡萄糖、乳酸浓度检测。

 1.4.2    分析检测方法

1） 细胞计数与细胞活率检测

在血球计数板上点样（10 μL待测细胞悬液/计

数模块），用台盼蓝拒染法对细胞进行计数并确定

细胞的存活率，每个样本计数 3次，取平均值。

2） 葡萄糖浓度检测

样本解冻后混匀，按照葡萄糖测定试剂盒

的说明，用葡萄糖氧化酶法测定样本的葡萄糖

浓度。

3） 乳酸浓度检测

样本解冻后混匀，用 PBS稀释 5倍，按照乳

酸测定试剂盒的说明，用乳酸脱氢酶法测定样本

的乳酸浓度。

4） 细胞代谢参数的计算

计算细胞的比生长速率 μ和乳酸的比生成速

率 QLac 分别为：

µ =
dx
xdt

（1）

QLac =
dCLac

xdt
（2）

 1.5    结果与分析

 1.5.1    细胞生长分析

1） 细胞生长

在批培养模式下，细胞经历了迟滞期、对数

生长期、维持期和死亡期：活细胞量和总细胞量

在接种的第 1天缓慢增加，在第 2天开始快速增

长，至第 4天达到峰值，此时的活细胞量和总细

胞量分别为 10×105 cells/mL和 11×105 cells/mL。此

后活细胞量快速下降，在培养的第 6天活细胞量

为 6×105 cells/mL，培养终止，如图 2(a)所示。

在补料分批培养的培养模式下，于培养的

第 2天取样后开始补料，补料开始后细胞生长表

现出与批培养不同的趋势：活细胞量和总细胞

量的增长均高于批培养，在培养的第 5天活细胞

量和总细胞量分别达到峰值，为 17×105 cells/mL
和 18×105 cells/mL。与之相对应的是：补料分批培

养模式下，细胞在快速增长期的比生长速率平均

值为 0.57 d−1，高于批培养的 0.51 d−1。补料分批培

养模式下，细胞维持快速增长的时间比批培养

模式长 1天，如图 2(b)所示。在补料分批培养模

式下细胞量达到高峰后，活细胞量下降幅度小

于批培养，到培养的第 8天，活细胞量降为 8×
105 cells/mL，培养结束。

2） 细胞活率

在批培养模式的第 1~4天细胞维持良好的活

率，在细胞量达到高峰时 （ day4）细胞活率为
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91.37%，此后细胞活率快速下降，在培养的

第 6天细胞活率降为 42.86%，如图 3所示。
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(a) 不同培养模式下 K562 细胞的总细胞量和活细胞量

(b) 不同培养模式下 K562 细胞的比生长速率

图 2    不同培养模式下 K562细胞的细胞量和比生长速率
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图 3    不同培养模式下 K562细胞的细胞活率
 

补料分批培养的整个培养过程中，细胞活率

高于批培养，在培养的第 5天细胞量达到高峰

时，细胞活率为 94.31%，此后细胞活率下降，下

降幅度明显小于批培养，到培养的第 8天，细胞

活率降为 50.80%，如图 3所示。

 1.5.2    细胞代谢分析

1） 葡萄糖代谢

在批培养和补料分批培养的起始阶段（day1~

day2）葡萄糖浓度具有相同的变化趋势，但是开始

补料后两者的变化趋势表现出明显的差异，批培

养模式下葡萄糖浓度继续下降，到培养的第 6天

葡萄糖浓度从 25 mmol/L降低到 1.95 mmol/L，而

补料分批培养模式下葡萄糖浓度稳定维持在 6.82~
8.02 mmol/L的较窄范围内，如图 4（a）所示，表明

补料分批培养模式下细胞的营养状态明显好于批

培养模式。
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(a) 不同培养模式下 K562 细胞的葡萄糖消耗和乳酸生成

(b) 不同培养模式下 K562 的乳酸比生产速率

图 4    不同培养模式下 K562细胞的代谢分析
 

2） 乳酸代谢

与葡萄糖代谢情况类似，在批培养和补料分

批培养的起始阶段（day1~day2）乳酸浓度具有相同

的变化趋势，但是开始补料后两者的变化趋势表

现出明显的差异，批培养模式的乳酸浓度继续

快速上升 （ 11.99  mmol/L， day2； 15.73  mmol/L，
day3；20.09 mmol/L，day4；26.73 mmol/L，day5；
29.58 mmol/L，day6），而补料分批培养模式下 day2
~day5乳酸浓度稳定维持在 12.12~14.01 mmol/L的

范围内，此后乳酸浓度缓慢升高，到第 7天达到

20.60 mmol/L，如图 4（a）所示。与之相对应的是：

补料分批培养模式下，补料开始后乳酸的比生成速

率平均值接近 0，显著低于批培养，如图 4（b）所示。
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 1.6    思考与拓展

细胞量和细胞活率是培养过程中的重要参数，

也是反应器设计和优化中必须考虑的因素[16]。在

实验教学中，引导学生仔细观察不同培养模式下

细胞生长和细胞活率特征，通过数据分析发现不

同时期细胞生长和活率的规律，增加学生对培养

过程和培养模式的感性认识，培养学生发现实验

现象背后的科学规律的能力。

葡萄糖和乳酸代谢是培养过程中需要控制的最

重要的代谢参数，不同的培养模式下，细胞的葡萄

糖和乳酸代谢水平有显著差异，直接决定培养过

程的活细胞量和产物水平[10,16]。在实验教学中，引

导学生通过实验发现不同培养模式下葡萄糖消耗

及乳酸产生规律，深入理解不同培养模式对反应器

选型和设计的重要影响，进一步思考如何利用实验

研究获取用于反应器设计和优化的关键参数，利用

获得的数据进行反应器选型、设计、优化的拓展。

 2    实验教学探索

 2.1    实验教学的组织实施

经过两轮教学探索，建立了组织实施教学实

验项目的整体流程，如图 5所示。
  

自主选题 科学好奇心

30%

30%

研究式学习
查阅文献
自主学习

设计实验
理论知识
科研创新

师生研讨 表达交流

自主实验 科研实践
团队合作

结果分析 分析问题

反应器设计
自主学习
工程意识
科学创新

撰写报告 书面表达

15%

15%

10%

素质培养实验环节 成绩考核

图 5    实验教学实施流程
 

在实验教学中注意强调学生的主体地位和教

师的指导作用：学生作为主体，自由组队、自主

选题、自主探索并完成自己设计的实验；教师起

指导作用，引导学生创新思考、大胆探索、动手

实践、实现对学生科学素养和能力的培养。具体

而言，教师在实验教学过程中引导学生通过实验

研究，从反应器设计和优化角度深入理解不同培

养模式对细胞生长代谢的影响，思考如何利用实

验研究获取用于反应器设计和优化的关键参数，

如何利用获得的数据进行反应器选型、设计、优

化。鼓励学生从新的角度设计实验，使实验内容

更丰富，实验教学形式更灵活，更有利于满足不

同层次的学生参与创新型实验的需求。学生在实

验过程中自行组合，分工协作，完成一个内容相

对完整的实验研究项目，此过程培养了学生的合

作能力和团队精神。学生进行数据分析，并在课

堂与老师和同学讨论，此过程培养了学生分析判

断、逻辑推理、数据归纳的能力。

实验项目完成后，要求学生基于本实验获得

的数据自行查阅文献，自主完成适用于 K562细胞

的动物细胞反应器，使本实验进一步拓展，强化

学生的工程实践能力。

选择教学过程中的关键节点，从多个学习过

程和学习维度考核学生的学习能力，提高学生的

学习主动性。

 2.2    教学实践效果

在实验教学中，学生普遍反映实验课有助于

他们将所学的理论知识回归到实际应用中，既有

趣又有用。教学效果调查反映出本研究性综合性

实验项目有助于激发学生的求知欲望，并将求知

欲望转化为学习动力，完成从“现实问题”到

“科学本质”的升华。

 3    结束语

本研究性综合性实验项目为增强学生在反应

器技术理论学习与科研实践的有效联系，提升学

生的创新能力和工程意识而开设。实验培养学生

综合运用反应器技术基本知识和理论解决问题的

能力，包括设计和实施实验、分析实验数据、利

用实验数据设计反应器等。通过实验课设计及教

师在实验教学中的引导，在类似于现实科研工作

的场景中，激发学生的科技创新兴趣、培养学生

的科技创新能力和工程意识，为学生日后的学习

和工作打下良好的基础。
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